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ABSTRAKT 
 Tato práce zkoumá vlastnosti hydrofobně modifikovaných biopolymerů pro potenciální 
použití v cílené distribuci léčiv. Byly vybrány dva vzorky hydrofobně modifikovaného 
hyaluronanu. Pomocí fluorescenční spektroskopie byla změřena jejich kritická micelární 
koncentrace (CMC), přičemž bylo zjištěno, že tvorba micel probíhá v širokém koncentračním 
regionu. Prostředí 0,15 M NaCl snižuje CMC pouze nepatrně nebo vůbec. Použitím metody 
dynamického rozptylu světla byla změřena velikost částic. Jeden ze vzorků vykazoval dvojí 
distribuci velikostí. Výsledky DLS se shodují s výsledky fluorescenční spektroskopie 
v problematice vzniku agregátů při CMC. Měření zeta potenciálu podalo informace o stabilitě 
vzorků. Výsledky této práce potvrzují, že se jeden ze zkoumaných vzorků jeví jako vhodný 
kandidát na post nosiče léčiv pro cílenou distribuci. 
 
ABSTRACT 
 This work studies the properties of hydrophobically modified biopolymers for potential use 
in targeted drug delivery. Two samples of hydrophobically modified hyaluronan were 
selected. The critical micelle concentration (CMC) of these samples was measured using 
fluorescence spectroscopy, wherein it was found that micelle formation occurs over a wide 
concentration region. Environment of 0,15 M NaCl causes the decrease of CMC only slightly 
or not at all. Using the method of dynamic light scattering, particle size was measured. One of 
the samples exhibited a double size distribution. DLS results are consistent with the results of 
fluorescence spectroscopy at issue in aggregates forming near the CMC point. Zeta potential 
measurements provide information about stability of the samples. The results of this study 
confirm that one of the studied samples seems to be a suitable candidate for the post of drug 
carrier for targeted delivery. 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
 hydrofobně modifikovaný hyaluronan, pyren, fluorescenční spektroskopie, dynamický 
rozptyl světla 
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 hydrophobically modified hyaluronan, pyrene, fluorescence spectroscopy, dynamic light 
scattering 
  
4 
 
 VELCER, T. Nosiče na bázi hydrofobizovaného biopolymeru. Brno: Vysoké učení 
technické v Brně, Fakulta chemická, 2014. 56 s. Vedoucí bakalářské práce Ing. Tereza 
Halasová, Ph.D.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
 Prohlašuji, že jsem bakalářskou práci vypracoval samostatně a že všechny použité literární 
zdroje jsem správně a úplně citoval. Bakalářská práce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty 
chemické VUT v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen se souhlasem vedoucího 
bakalářské práce a děkana FCH VUT. 
 
............................................  
podpis studenta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poděkování: 
 Tato práce byla podpořena projektem z  Centra materiálového výzkumu na FCH VUT v 
Brně - udržitelnost a rozvoj, r.č. LO1211, za finanční podpory Národního programu 
udržitelnosti I (Ministerstvo školství, mládeže a tělovýchovy). 
 Rád bych také poděkoval společnosti CPN spol. s. r. o. za poskytnutý materiál, bez něhož by 
tato práce nevznikla. 
 Moje osobní poděkování patří vedoucí mé bakalářské práce Ing. Tereze Halasové, Ph.D. za 
její odborné vedení, cenné rady a především za neomezenou trpělivost a čas, který mi při 
vypracování bakalářské práce věnovala. 
 Dále bych chtěl poděkovat Ing. Filipovi Mravcovi, Ph.D. a Ing. Janě Hejné za užitečné 
rady při konzultacích a předání znalostí při osvojování experimentálních technik. 
 Speciální poděkování patří mé rodině a přátelům za podporu nejen při studiu. 
 
  
5 
 
OBSAH 
1 ÚVOD ................................................................................................................................ 7 
2 TEORETICKÁ ČÁST ........................................................................................................ 8 
2.1 Nosičové systémy ........................................................................................................ 8 
2.1.1 Cílená distribuce léčiv .......................................................................................... 8 
2.1.2 Hlavní požadavky na nosič .................................................................................. 9 
2.1.3 Dělení nosičů ........................................................................................................ 9 
2.1.3.1 Liposomy .................................................................................................... 10 
2.1.3.2 Micely ......................................................................................................... 11 
2.1.3.3 Polymerní micely ........................................................................................ 11 
2.2 Hyaluronan ................................................................................................................ 12 
2.2.1 Struktura ............................................................................................................. 12 
2.2.2 Syntéza ............................................................................................................... 13 
2.2.3 Výskyt a význam v organismu ........................................................................... 13 
2.2.4 Využití ................................................................................................................ 14 
2.2.5 Modifikace hyaluronanu .................................................................................... 14 
2.3 Fluorescenční spektroskopie ...................................................................................... 15 
2.3.1 Fluorescence ....................................................................................................... 15 
2.3.2 Jabłońskiho diagram ........................................................................................... 16 
2.3.3 Fluorescenční zákony ......................................................................................... 17 
2.3.4 Fluorescenční sondy ........................................................................................... 18 
2.3.4.1 Pyren ........................................................................................................... 18 
2.3.5 Instrumentace ..................................................................................................... 19 
2.4 Optické vlastnosti koloidů ......................................................................................... 20 
2.4.1 Dynamický rozptyl světla ................................................................................... 20 
2.4.2 Měření velikosti částic ....................................................................................... 20 
2.4.3 Instrumentace ..................................................................................................... 21 
2.5 Elektrické vlastností koloidů ..................................................................................... 22 
2.5.1 Měření zeta potenciálu ....................................................................................... 23 
2.5.2 Instrumentace ..................................................................................................... 23 
3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY ........................................................ 25 
4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ............................................................................................ 29 
4.1 Materiály .................................................................................................................... 29 
4.2 Příprava zásobních roztoků a vzorků ......................................................................... 29 
4.2.1 Příprava zásobního roztoku fluorescenční sondy ............................................... 29 
6 
 
4.2.2 Příprava zásobního roztoku AcHya .................................................................... 29 
4.2.3 Příprava zásobního roztoku nasyceného NaCl ................................................... 29 
4.2.4 Příprava vzorků pro fluorescenční měření ......................................................... 29 
4.2.5 Příprava vzorků pro měření velikosti částic a zeta potenciálu ........................... 30 
4.3 Metody měření a standardní vyhodnocení dat ........................................................... 30 
4.3.1 Fluorescenční spektroskopie .............................................................................. 30 
4.3.2 Dynamický rozptyl světla ................................................................................... 31 
4.3.3 Zeta potenciál ..................................................................................................... 32 
5 VÝSLEDKY A DISKUZE .............................................................................................. 33 
5.1 Fluorescenční spektroskopie ...................................................................................... 33 
5.2 Dynamický rozptyl světla .......................................................................................... 37 
5.3 Srovnání fluorescenční spektroskopie + DLS ........................................................... 44 
6 ZÁVĚR ............................................................................................................................. 47 
7 POUŽITÁ LITERATURA ............................................................................................... 49 
8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLŮ ............................................................................. 55 
8.1 Seznam zkratek .......................................................................................................... 55 
8.2 Seznam symbolů ........................................................................................................ 55 
  
7 
 
1 ÚVOD 
 Snahou mnoha výzkumníků po celém světě je vytvoření polymerních nosičů léčiv 
z různých biopolymerů, kvůli eliminaci nežádoucích účinků dnes používaných léků, delšímu 
setrvání léku v oběhu a také většímu komfortu pro pacienta. Volbou uchazeče o vhodný nosič 
si prošla již spousta typů biopolymerů. Jednou z nich byl také hyluronan. Jedná se o látku tělu 
vlastní, přirozeně se vyskytující např. v očním sklivci, synoviální tekutině nebo pupeční 
šňůře. Díky svým viskoelastickým a lubrikačním vlastnostem plní nezaměnitelnou roli 
v lidském těle. Mnozí lidé ho znají z nosních nebo očních sprejů. Je však možné jej použít i 
pro cílenou distribuci léčiv, zejména proto, že je hojně vychytáván receptory nacházejícími se 
na nádorové tkáni. Jako slibné se také jeví jeho modifikace. Připravený hydrofobně 
modifikovaný hyaluronan nevyžaduje, díky své úpravě, přítomnost tenzidu a je schopný sám 
rozpustit nepolární látky např. cytostatika. Proto byl také vybrán jako modelový vzorek pro 
experimenty v této práci. 
 Jejím úkolem je změření kritické micelární koncentrace dvou vzorků hydrofobně 
modifikovaného hyaluronanu, a to metodou fluorescenční spektroskopie s pyrenem jako 
fluorescenční sondou. Dále změření velikosti částic a zeta potenciálu metodou dynamického 
rozptylu světla. Práce si klade za cíl zjištěné poznatky porovnat a objasnit tak vlastnosti a 
chovanání daných typů hyaluronanů. Výsledky této práce mohou pomoci v problematice 
vývoje nosičů léčiv pro cílenou distribuci.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Nosičové systémy 
 Při vývoji nových léčiv se klade důraz na dva hlavní aspekty, a to maximální účinnost proti 
danému onemocnění a minimální nežádoucí účinky. Většinou se daří těmto požadavkům 
vyhovět, jedná-li se o léčiva na běžná onemocnění, nicméně nejsilnější léčiva, např. 
chemoterapeutika, mívají také silné nežádoucí účinky. Dále se může připojit problém 
související s obtížnou rozpustností, setrváním v krevním řečišti nebo biodegradace.  
 V současné době se o nosičích mluví hlavně v souvislosti s problematikou nádorových 
onemocnění. Právě cytostatika, látky, které narušují buněčné dělení a tím buňku likvidují, 
jsou většinou hydrofobní povahy a působí neselektivně, čímž ničí i zdravou tkáň. S tím také 
souvisí nutnost použití vyšší dávky. Nosiče léčiv jsou proto stále více studovány v kontextu 
eliminace těchto nežádoucích účinků daných léčiv a možnosti využití jejich maximálního 
terapeutického potenciálu. Tyto nosiče by měly především umožnit prodlouženou cirkulaci 
účinných látek v krevním řečišti, řízenou aktivaci, např. reakce na nižší pH a účinek 
selektivně zaměřený na cílovou tkáň. Tím lze omezit nežádoucí účinky terapie, zajistit 
rozpustnost ve vodě nerozpustných aktivních sloučenin a použít menší dávky účinné látky.[1]  
 K cílení bylo doposud využito mnoho různých cest s pomocí systémů, jako jsou konjugáty 
[2, 3, 4], liposomy [5], lipidové nanočástice [6], polymerní micely [7, 8], nanočástice [9, 10], 
nebo hydrogely [11]. Aby bylo možné připravit systémy hydrofobních léčiv s těmito látkami, 
je nutné přidat pomocné složky, jako jsou právě liposomy a podobně. Naopak hydrofobně 
modifikovaný hyaluronan je schopen solubilizovat hydrofobní látky a dělat s nimi komplexy 
bez použití těchto pomocných složek [12]. 
 Další výhodou hyaluronanu je fakt, že se ve velké míře váže na receptory CD44 a 
RHAMM, které jsou hojně exprimovány nádorovou tkání. Proto mohou být systémy 
haluronan-léčivo vhodně využity k aktivnímu cílení, jelikož je bude nádorová tkáň přednostně 
zachytávat [1]. 
2.1.1 Cílená distribuce léčiv 
 K předcházení výše zmíněných nežádoucích efektů léčiv, především cytostatik, zavádíme 
pojem cílená distribuce léčiv. Jedná se o jev, kdy je léčivo uvnitř nosiče dopraveno až do 
postižené oblasti, přičemž v ideálním případě neinteraguje s okolní zdravou tkání. To, že 
nosič najde cestu k nádoru a tam cíleně uvolní aktivní látku, může být způsobeno několika 
faktory a podněty. Řízené uvolňování aktivních látek z nosiče lze ovlivňovat ultrazvukem, 
elektromagnetickým polem, změnou teploty nebo změnou pH. Právě s tím souvisí fakt, že 
nádorová tkáň je kvůli omezenému zásobování kyslíkem kyselejší než zbytek těla, kde je 
jinak udržováno pH 7,4. To je způsobeno přechodem buněk v částečně anaerobních 
podmínkách na získávání energie z glukózy, spojené s produkcí kyseliny mléčné, kde je 
možno produkovat energii bez kyslíku. Pokud je tedy spojka mezi polymerem a léčivem 
relativně stabilní při pH 7,4, ale štěpí se ve slabě kyselém prostředí nádoru, pak lze dosáhnout 
přednostního uvolnění volného účinného léčiva v nádoru [13, 14]. 
 Nádorová tkáň může také nosič vychytávat na základě enzymatické reakce nebo interakce 
protilátka-antigen díky ligandům, obsažených na povrchu nosiče, na něž má nádor specifické 
receptory. Tyto možnosti jsou nazývány jako aktivní cílení [1]. Naopak pasivní cílení 
využívá makromolekulární povahy nosiče léčiv. Objevil ho japonský lékař H. Maeda [15] se 
spolupracovníky, který si všiml, že solidní nádorová tkáň obsahuje špatně vyvinuté cévy, 
které jsou kvůli vysoké rychlosti, kterou byly při růstu nádoru vytvořeny, podstatně více 
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propustnější pro velké molekuly než cévy ve tkáni zdravé. Navíc nádory mají špatně 
vytvořený, resp. často i zcela chybějící odvod lymfy. To vede k tomu, že velké 
makromolekuly a nadmolekulární útvary, jako např. micelární nosiče léčiv, se dostávají 
mnohem snadněji do nádorové tkáně než do jiných tkání v organismu a silně se tam hromadí, 
často koncentračně i o řád oproti okolní tkáni. Pasivnímu cílení se říká též EPR efekt 
(z anglického „Enhanced Permeability and Retention effect“, zvýšená propustnost a zádrž) 
[15]. Tento jev je mnohými autory považován za nejdůležitější příčinu lepších 
farmakologických vlastností polymerních terapeutik ve srovnání s jejich nízkomolekulárními 
analogy. Tím se zároveň vysvětluje, proč nesměrovaná makromolekulární polymerní léčiva 
mívají výrazně lepší farmakologický účinek než klasická nízkomolekulární cytostatika.  
2.1.2 Hlavní požadavky na nosič 
 Při výběru nosiče je nutné zohlednit zásadní kritéria, která ovlivní následné chování nosiče 
v organismu. Skloubit dohromady dané požadavky není snadné, proto se nosiči může stát jen 
určitá skupina látek splňující následující podmínky: 
 
- rovnoměrné uvolňování aktivní látky 
- možnost zahájit uvolňování aktivní látky na externí signál  
- možnost zahájit uvolňování aktivní látky na interní signál, pokud možno specifický 
pro cílovou tkáň  
- uvolňování aktivní látky pouze v cílové tkáni, tzn. cílený transport  
- mechanicky pevný  
- inertní – nesmí reagovat s vodou, vodným prostředím ve tkáních a složkami tkání  
- kompatibilní s přenášenou látkou – lipofilní látky mohou přenášet nosiče s lipofilním 
jádrem  
- pokud bude vázána aktivní látka chemicky – nosič musí mít vhodné chemické skupiny 
pro vazebnou reakci s aktivní látkou  
- musí mít dostatečně velkou kapacitu pro aktivní látku 
- biokompatibilní  
- biodegradovatelný  
- degradační produkty nesmí být toxické a musí být snadno odstranitelné z organismu  
- jeho velikost se musí pohybovat v určitém rozmezí (5,5 – 200 nm)  
 Kromě hyaluronanu splňují požadavky například dextran, želatina, kolageny, 
polyvinylalkohol, polyetylenglykol, alifatické polyestery, polyaminokyseliny (kyselina 
polyglutamová, polylysin, oligopeptidy), kyselina alginová, karboxymetylcelulosa [16, 17]. 
2.1.3 Dělení nosičů 
 Většina nosičových systémů použitelných pro různé typy léčiv se liší povahou i strukturou. 
Jde především o rozpustné polymery, nanočástice, liposomy, micely, polyelektrolytové 
komplexy a hydrogely určené pro lokální terapie. Jejich rozdělení lze nejlépe vystihnout dle 
jejich velikosti, popsané v tabulce 1 [17]. 
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Tab. 1) Rozsah velikostí nano- a mikročástic a metody jejich přípravy 
Druh částice Velikost Způsob přípravy 
Dendrimery 1,5 – 10 nm Chemická syntéza 
Micely 10 – 30 nm Micelární polymerizace 
Polymerní micely 10 – 100 nm Micelární polymerizace 
Liposomy 20 – 300 nm Lyofilizace, tvorba filmu 
Koloidní polymerové částice 50 nm – 10 m Emulzní, disperzní polymerizace 
Organické polykondenzáty 20 nm – 1000 m Přírodní, syntetické polymery 
 
 Některé systémy vhodné pro dopravu léčiv jsou vytvářeny hydrofobní asociací amfifilních 
molekul, tj. molekul, které mají určitou část výrazně hydrofobní, a tedy ve vodě 
nerozpustnou, a zbytek molekuly je výrazně hydrofilní, ve vodě rozpustný. U většiny amfifilů 
je hydrofobní část tvořena uhlíkovými řetězci, zatímco hydrofilní část je tvořena tzv. polární 
hlavou. Takové látky se nazývají povrchově aktivní látky, které se při malých koncentracích 
hromadí na fázovém rozhraní a snižují povrchové napětí. Při dosažení určité koncentrace tvoří 
agregáty. Jde především o micely a liposomy [18, 19]. 
2.1.3.1 Liposomy 
 Liposomy jsou sférické útvary ohraničené fosfolipidovou dvojvrstvou, která se značně 
podobá cytoplazmatické membráně buněk. Tato membrána o tloušťce 4 – 5 nm odděluje 
vnitřní prostor s vodným prostředím od vnějšího vodného prostředí. Od doby, kdy byly 
objeveny, našly uplatnění v různých odvětvích např. v potravinářství, kosmetice, biologii či 
medicíně. Liposomy se však nabízejí také jako nosiče pro cílenou distribuci léčiv. Pojmou 
poměrně velké množství léčiva, které může být rozpuštěno v závislosti na své povaze buď 
přímo v lipidické dvojvrstvě, nebo ve vodném roztoku uvnitř liposomu. Připravují se z 
přírodních lipidů, jsou tedy biodegradovatelné a biokompatibilní. Jejich vlastnosti a velikost 
(25 – 1000 nm) lze řídit výběrem vhodné metody přípravy [20, 21, 22, 23].  
 
Obr. 1: Schematické znázornění liposomu 
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2.1.3.2 Micely 
 Jsou shluky molekul tenzidů dispergované v kapalném médiu. Při rozpouštění tenzidu ve 
vodném roztoku se tento snaží minimalizovat styk s vodným prostředím, hromadí se proto na 
povrchu kapaliny, a tím snižuje její povrchové napětí. Hydrofilní části molekul jsou 
orientovány do roztoku, hydrofobní vně. Při úplném nasycení povrchu kapaliny dochází 
k dosažení tzv. kritické micelární koncentrace (CMC), po jejímž překročení se molekuly 
povrchově aktivní látky začnou hromadit v roztoku ve formě agregátů. Hydrofobní části 
molekul se orientují k sobě dovnitř micely, hydrofilní zůstávají na povrchu micely a jsou 
orientovány do vodného roztoku. 
Změny v roztoku po dosažení kritické micelární koncentrace můžeme pozorovat i na křivkách 
koncentračních závislostí některých fyzikálně-chemických vlastností např. povrchové napětí.  
 Nejčastěji mají micely přibližně kulovitý tvar, ale mohou vytvářet i elipsoidy, ve vyšší 
koncentraci i dvojvrstvy. Tvar a velikost micely jsou ovlivněny vlastnostmi tenzidu i 
vlastnostmi roztoku, např. koncentrací tenzidu, teplotou, pH a iontovou silou. V nepolárním 
prostředí jsou hydrofilní části molekuly uschovány v jádře micely a hydrofobní skupiny tvoří 
vnější obal, tzv. inverzní micela. Tvorba těchto inverzních micel je obecně méně výhodná, 
protože může docházet k nevýhodným elektrostatickým interakcím mezi hydrofilními částmi 
molekul. V polárním prostředí je tomu naopak. Micely vytvořené z klasických tenzidů nejsou 
vhodné pro použití jako nosičů aktivních látek, kvůli jejich malé kapacitě, stabilitě v krevním 
řečišti a špatné interakci s buněčnou membránou. 
 Také polymerní micely mají schopnost rozpouštět nepolární aktivní látky. Od 
nízkomolekulárních micel se liší především svou velikostí a zvýšenou stabilitou.  
 
Obr. 2: a) struktura molekuly tenzidu, b) micela, c) inverzní micela 
2.1.3.3 Polymerní micely 
 Polymerní micely jsou dalšími vhodnými kandidáty na nosiče léčiv. Jsou tvořeny 
z biokompatibilních a biodegradovatelných polymerů.  
 Léčivo může být v micele vázáno buď hydrofobně (tj. rozpuštěno v jádře micely), nebo 
přímo chemicky navázáno na polymerní nosič biodegradovatelnou vazbou. Prvně jmenovaný 
postup je výrazně jednodušší a univerzálnější, je u něj však podstatně obtížnější řídit rychlost 
uvolňování přípravku z polymerní micely. Na druhé straně chemická vazba umožňuje řídit 
rychlost uvolňování léčiva a spustit jej až v nádorové tkáni, aby nedocházelo k uvolňování 
během cirkulace v krevním řečišti. Jedním z mechanismů, který toto do značné míry splňuje, 
je použití hydrazonové vazby, která je hydrolyticky labilní v mírně kyselém prostředí 
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(nádorová tkáň je kvůli hypoxii výrazně kyselejší než krevní plazma), zatímco v neutrálním 
prostředí krevního řečiště je výrazně stabilnější. 
 Výhodou polymerních micel je jejich vysoká relativní molekulová hmotnost, která 
umožňuje přednostní ukládání do tkáně solidních nádorů EPR efektem. 
 Je možné připravit je několika způsoby, nejčastěji společným odpařováním vodného 
roztoku polymeru, který je schopen tvořit micely a látky v organickém rozpouštědle, která má 
být solubilizována v hydrofobním jádru. Po odpaření do podoby filmu se tento rehydratuje. 
Micely se vytvoří samovolně. Další způsob je použití ultrazvuku, vysokotlakého 
homogenizátoru apod. 
 Polymerní micely lze připravit z blokovaných kopolymerů nebo roubovaných polymerů a 
lze je dále chemicky upravovat např. síťováním, popř. zavedením skupiny, která slouží 
k cílení nosiče [24, 25, 26, 27, 28].  
 
Obr. 3: Vznik polymerní micely z blokového kopolymeru  
2.2 Hyaluronan 
 Kyselinu hyaluronovou poprvé izolovali v roce 1934 Karl Mayer a John Palmer z hovězího 
sklivce, v polovině 20. století byla tato látka izolována z mnoha dalších zdrojů a v roce 1986 
byl přijat dodnes používaný název hyaluronan [29]. 
2.2.1 Struktura 
 Kyselina hyaluronová je lineární nerozvětvený polysacharid s pravidelně se opakující 
disacharidovou jednotkou. Jedná se o D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin, 
které drží pohromadě díky β-1,3 glykosidickým vazbám. Samotné disacharidové jednotky 
jsou navzájem spojeny β-1,4 glykosidickými vazbami. Tyto vazby jsou navíc stabilizovány 
vodíkovými můstky [30]. Stabilitu disacharidové jednotky určuje výhodné sterické 
uspořádání. Díky tomu mohou objemné skupiny přecházet do ekvatoriální polohy a malé 
vodíky do axiální roviny. Tyto vodíky pak tvoří nepolární část molekuly, skupiny 
v ekvatoriální poloze jsou polární. V důsledku tohoto uspořádání pak tvoří hyaluronan 
v roztoku náhodně stočené klubko [31]. Kvůli množství –OH skupin je hyaluronan silně 
hygroskopická látka, schopná pojmout až tisícinásobek hmotnosti vody. Jeho vodné roztoky 
jsou viskózní v závislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti. V roztoku se chová jako 
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polyaniont, přičemž pH prostředí udává jeho chování [32]. Řetězce hyaluronanu mohou také 
reagovat mezi sebou a tvořit síťované struktury [33].  
 
 
Obr. 4: Struktura kyseliny hyaluronové 
2.2.2 Syntéza 
 V průběhu let od svého objevení byla kyselina hyaluronová izolována z různých zdrojů, 
jako je synoviální tekutina, oči tučňáků, pupeční šňůra, kůže nebo kohoutí hřebínky. 
V současné době se však využívá fermentace bakterií kmene Streptococcus nebo Pasteurella. 
Základem je fakt, že tyto bakterie si tvoří z hyaluronanu kapsuly. Takto syntetizovaný 
hyaluronan je pro tělo obratlovce k nerozeznání od vlastního. To umožňuje bakteriím 
nepozorovaně napadnout hostitelský organismus a v něm bujet, aniž by byly ohroženy 
imunitním systémem daného organismu. Při genetické úpravě těchto bakterií na nepatogenní, 
lze takto získávat hyaluronan o velmi vysoké čistotě, neobsahující glykosaminoglykany a 
proteiny živočišného původu, které jsou hlavní složkou nečistot [34, 35]. 
 Metabolismus hyaluronanu v organismech, včetně člověka, je velmi dynamický. Syntéza a 
degradace se stále vyvažují pro udržení jeho koncentrace. V organismu savců je kyselina 
hyaluronová syntetizována třemi různými enzymy – hyaluronansyntáza (HAS1, HAS2, 
HAS3). Samotný proces syntézy pak probíhá v plasmatické membráně buňky na rozdíl od 
ostatních glykosaminoglykanů, mezi které hyaluronan patří a syntetizují se v Golgiho aparátu. 
Příslušný enzym v buněčné membráně střídavě váže k řetězci jednotlivé monosacharidové 
jednotky a narůstající polymer je pak vytlačen do extracelulární matrix. Tam je schopen tvořit 
komplexy s jinými látkami, např. proteiny [31,35]. 
 Degradace pak probíhá díky třem typům enzymů: hyaluronidáza, β-D-glukuronidáza 
a β-N-acetyl-hexosaminidáza. Produkty degradace jsou odpovědné za růst nových cév [30]. 
2.2.3 Výskyt a význam v organismu 
 Kyselina hyaluronová je přirozeně přítomná v lidských tkáních, jakožto součást 
extracelulární matrix, ve formě sodné a draselné soli. Velký podíl této látky nalezneme v naší 
kůži. Slouží zde jako jakýsi organizátor tkáně a zajišťuje hydrataci. V některých tkáních tvoří 
hlavní komponentu, např. v očním sklivci, kde zajišťuje správnou optickou refrakci oka při 
zobrazování obrazu na sítnici. Je důležitou součástí chrupavek. V synoviální tekutině snižuje 
tření a tlumí nárazy kloubů. Vyskytuje se též v pupeční šňůře. Dále odhaluje aktivitu volných 
radikálů, podporuje buněčnou migraci, angiogenezi, hojení ran, a zejména produkci nové 
granulační tkáně během zánětu.  
 Další účinek na migraci buněk závislý na množství kyseliny hyaluronové, je aktivace 
intracelulární signální kaskády prostřednictvím interakce s receptory hyaluronanu CD44 
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(povrchový glykoprotein - Cluster of Differentiation 44), ICAM-1 (Intra Cellular Adhesion 
Molecule 1) a (RHAMM Receptor for HA-Mediated Motility).  
 Biologická aktivita je závislá na molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové nebo jejích 
fragmentů. Vysokomolekulární hyaluronan má spíše lubrikační funkci, naproti tomu 
nízkomolekulární funkci regulační [36, 37]. 
2.2.4 Využití 
 V lékárenské praxi má využití hyaluronanu obrovský potenciál. Jelikož se jedná o látku tělu 
vlastní, je jeho použití velmi šetrné. Není cytotoxický, teratogenní ani imunogenní. Naopak je 
dobře odbouratelný z organismu, přičemž se štěpí na jednoduché cukry. V širokém měřítku se 
využívá jeho viskoelastických a hydratačních vlastností na péči o pokožku a vyhlazování 
vrásek. Tím, že váže vodu z okolí, a tím i živiny, se používá pro léčbu špatně hojitelných ran 
a jizev. Při očních operacích má také své nezastupitelné místo a používá se také v očních 
kapkách pro zvlhčování oční sliznice [38]. Byly připraveny také přípravky pro péči o 
chrupavky [39]. V oboru tkáňového inženýrství se používá na umělé kožní štěpy, výměnu 
poškozených chrupavek. Výzkum nyní směřuje k používání hyaluronanu jako nosiče pro 
cílenou distribuci léčiv. Tomu nahrává i fakt, že má vysokou afinitu k receptorům CD44, 
které jsou ve velké míře exprimovány nádorovou tkání. Potenciální nosič s léčivem by se tak 
hojně dostával k nádoru, kde by mohl léčivo na určitý podnět uvolňovat a nepoškodila by se 
tak okolní zdravá tkáň [40].   
2.2.5 Modifikace hyaluronanu 
 Nativní hyaluronan je pro bioinženýrství prakticky nepoužitelný kvůli své velmi dobré 
rozpustnosti ve vodě, snadné biodegradovatelnosti ve tkáních a také nevhodným 
mechanickým vlastnostem. Proto je třeba použít chemických modifikací. Výběrem 
substituentů navázaných na hyaluronan, stupněm substituce nebo typu síťovací reakce lze 
regulovat biokompatibilitu derivátu, rychlost jeho degradace a zejména jeho fyzikální 
vlastnosti. Modifikačních reakcí je několik typů, ligandy navázané na esterovou nebo 
karbamovou vazbu. Právě estery na primární či sekundární hydroxylové skupině lze připravit 
s anhydridy mastných kyselin. V závislosti na stupni substituce a délce acylového řetězce, lze 
regulovat rozpustnost esterů hyaluronanu ve vodném prostředí. Tímto způsobem lze připravit 
deriváty ochotně reagující s hydrofobními látkami z okolí. Tyto v roztoku tvoří micelám 
podobné útvary, potenciálně použitelné jako nosiče hydrofobních léčiv [41, 42].  
 
 
Obr. 5: Estery hyaluronanu připravené reakcí na primární či sekundární hydroxylové skupině 
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2.3 Fluorescenční spektroskopie 
 Je metoda, zkoumající vlastnosti látek na základě výměny energie mezi vzorkem a 
elektromagnetickým zářením. Jakožto analytická metoda se vyznačuje jednoduchostí a 
vysokou citlivostí, proto se hojně uplatňuje při řešení problémů v chemických a biologických 
vědách, bio- a nanotechnologiích, diagnostice v lékařství nebo genovém inženýrství [43]. 
2.3.1 Fluorescence 
 Společně s fosforescencí se jedná o dva typy fotoluminiscence. Sama luminiscence se ještě 
dělí na několik typů podle toho, jaký druh energie interaguje s látkou např. chemická, 
elektrická, energie dodaná změnou teploty nebo tlakem. Speciálním případem 
chemiluminiscence je pak bioluminiscence, probíhající díky reakcím v živých organismech.  
 Přirozeně se vyskytující molekuly se snaží být ve stavu s co nejnižší energií, tzv. základním 
singletovém stavu S0. Při přijetí energie, v případě fotoluminiscence ve formě 
elektromagnetického záření, dojde k excitaci elektronu, který přechází do nejbližšího volného 
orbitalu s vyšší energií. Excitované stavy jsou dvojího typu. V singletovém stavu S1 mají oba 
elektrony opačný spin, tudíž je tento stav spinově povolený, a tedy více pravděpodobný. 
Naopak v tripletovém stavu T1 mají elektrony stejný spin, stav je spinově zakázaný a méně 
pravděpodobný. Tyto spinově zakázané přechody také poskytují pásy s nižší intenzitou. 
Návrat z excitovaného do základního stavu může probíhat nezářivě nebo zářivě. U zářivých 
přechodů dochází k emisi světla vyšší vlnové délky než světla excitačního. Tento návrat je 
velmi rychlý, u fluorescence řádově 10−8 s. Přechod u fosforescence trvá o něco déle, a to 
10
−4
 – 102 s, protože se navrací ze spinově zakázaného tripletového stavu. Emitované světlo u 
fosforescence má větší vlnovou délku než u fluorescence. Zpožděná fluorescence je zářivý 
přechod s delší dobou dohasínání, danou časem, který molekula stráví v metastabilním 
tripletovém stavu. Doba dohasínání je rovna době dohasínání fosforescence, nicméně emisní 
spektrum je totožné se spektrem okamžité fluorescence. Tyto energetické procesy 
odehrávající se v molekulách přehledně ilustruje Jabłońskiho diagram (viz obr. 6).  
 Molekuly, které jsou schopné absorpce a emise záření se nazývají vlastní fluorofory. Ty 
obsahují typickou část molekuly tzv. chromofor, zodpovědnou za tuto schopnost fluoreskovat. 
Jedná se hlavně o konjugovaný systém π-vazeb u aromatických sloučenin. Výsledky 
fluorescenčních měření se většinou interpretují ve formě spekter. Excitační spektrum je 
závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při konstantní vlnové délce emisního záření, 
emisní spektrum je tatáž závislost, ale při konstantní vlnové délce budícího záření. Excitační 
a emisní spektra jsou svým zrcadlovým vzorem a obrazem díky tomu, že absorpce i emise 
z odpovídajících si vibračních hladin mají stejnou pravděpodobnost. I zde však mohou nastat 
výjimky. Důležité parametry fluorescence jsou intenzita fluorescence, kvantový výtěžek a 
doba života fluorescence. Intenzita fluorescence je úměrná intenzitě absorpce násobené 
kvantovým výtěžkem fluorescence. Jedná se o počet fotonů, prošlých v daném směru 
jednotkovou plochou za jednotku času. Kvantový výtěžek je poměr intenzity fluorescence ku 
intenzitě absorpce. Je vždy nižší než 1, kvůli Stokesovu zákonu.  
 
 
 
 
 
A
F
F
I
I
 , (1) 
16 
 
Doba života udává průměrný čas stráveny molekulou v excitovaném stavu.  
 
kde ki je konstanta všech procesů, které v molekule proběhnou (zářivé i nezářivé).  
 Zhášení fluorescence je bimolekulární proces, kdy dochází ke snížení výtěžku 
fluorescence, přičemž fluorescenční spektrum zůstává zachováno. Většinou se jedná o 
nežádoucí jev. Rozlišuje se dynamické zhášení, kdy molekula fluoroforu v excitovaném stavu 
narazí do molekuly zhášeče a vrací se do základního stavu nezářivým přechodem, a statické 
zhášení, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhášeče změní struktura molekuly a vytvoří se 
nefluorescenční komplex. Při vysoké koncentraci fluoroforu může docházet ke vzniku jeho 
excitovaného dimeru tzv. excimeru. Funkci zhášeče pak přebírá samotný fluorofor a jedná se 
o tzv. samozhášení [43, 44]. 
2.3.2 Jabłońskiho diagram 
 Slouží nejčastěji k přehledné ilustraci energetických procesů v molekule. Elektrony 
molekul v základním singletovém stavu S0 mohou existovat na několika vibračních hladinách 
S0
1
, S0
2
 atd. Při excitaci se elektron dostane do nejbližšího volného orbitalu s vyšší energií, 
který taktéž obsahuje více vibračních hladin S1
x. Ztratit energii a dostat se zpět do základního 
stavu může elektron několika způsoby. Nejdříve většinou probíhá vibrační relaxace, při které 
se elektron dostává na nejnižší vibrační hladinu daného excitovaného stavu (10−12 – 10−10 s). 
Procesu se neúčastní fotony, dochází zde pouze k disipaci energie ve formě tepla. Vibrační 
relaxace se v diagramu značí vlnovkou. Je-li ve vyšším excitovaném stavu, pak vnitřní 
konverzí přechází na překrývající se vyšší vibrační hladinu nižšího excitovaného stavu, aniž 
by se výrazně změnila energie systému (10−12 – 10−9 s). Podobně funguje i mezisystémový 
přechod, kdy se elektron dostane ze singletového excitovaného stavu do tripletového 
excitovaného stavu, přičemž musí změnit svůj spin. Tento přechod proto trvá déle (10−8 s). 
Tyto procesy se označují jako nezářivé a v diagramu se značí přerušovanou šipkou. Zářivé 
procesy jsou charakteristické emisí energie ve formě světla, které má jemu charakteristickou 
vlnovou délku. V diagramu se značí plnou šipkou. Při fluorescenci dochází k emisi energie 
z nejnižší vibrační hladiny excitovaného singletového stavu na některou z hladin základního 
stavu (10
−10
 – 10−7 s). Fosforescence, při které elektron přechází z nejnižší vibrační hladiny 
tripletového stavu na některou z hladin základního stavu, trvá déle (10−4 – 10−2 s), protože 
elektron musí celkem dvakrát změnit svůj spin. Nejprve při mezisystémovém přechodu a poté 
při samotné deexcitaci. Oba tyto zářivé procesy lze pozorovat, pokud jsou výhodnější na 
snížení energie systému, než procesy nezářivé [43].  
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Obr. 6: Jabłońskiho diagram 
2.3.3 Fluorescenční zákony 
 Fluorescence se řídí následujícími pravidly: 
Stokesův zákon říká, že vlnová délka emitovaného světla je větší nebo rovna vlnové délce 
excitačního světla. Z toho plyne, že molekula ztratí část své energie nezářivými přechody. 
Kashovo pravidlo udává, že k emisi světla dochází z nejnižší vibrační hladiny excitovaného 
stavu S1. Před fluorescencí tedy molekula podstoupí nezářivé procesy, jako jsou vibrační 
relaxace a vnitřní konverze.  
Vavilovo pravidlo tvrdí, že doba života excitovaného stavu a kvantový výtěžek fluorescence 
nezávisí na vlnové délce budícího záření. Z toho též vyplývá, že emisní spektra nejsou závislá 
na vlnové délce excitace. Toto pravidlo úzce souvisí v Kashovým pravidlem [43].  
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Obr. 7: Zrcadlová symetrie absorpčního a emisního spektra, Stokesův posuv 
2.3.4 Fluorescenční sondy 
 Jsou to nevlastní fluorofory, které se ke struktuře zkoumané látky váží nekovalentně a mění 
tak své vlastnosti. Většinou se jedná o organické molekuly, které jsou do systému zabudovány 
na základě rozpustnosti nebo elektrostatické interakce. Na vlastnosti fluorescenčních sond a 
samotnou fluorescenci má vliv několik faktorů např. pH, teplota, iontová síla, tlak, polarita, 
viskozita nebo přítomnost zhášeče. Výběr vhodné sondy je proto pro fluorescenční 
spektroskopii a získání informací o zkoumané látce klíčový [43, 45]. 
2.3.4.1 Pyren 
 Pyren je jedna z nejpoužívanějších sond pro hydrofobní oblasti. Jedná se o polycyklický 
aromatický uhlovodík se sumárním vzorcem C16H10. Jeho molekula je vysoce symetrická, 
díky tomu prokazuje unikátní citlivost na polaritu prostředí. Právě s tím je spojen fakt, že u 
některých polyaromatických sloučenin je přechod z hladiny S0 na S1 při absorpci energie 
zakázaný z hlediska symetrie. Vibrační přechody v tomto pásu jsou pak silně citlivé na 
polaritu prostředí. Tento jev se nazývá Hamův efekt. Při překryvu prvního excitovaného 
stavu, který je zakázaný a druhého excitovaného stavu, který je povolený, dochází mezi 
pyrenem a prostředím k interakci dipól-indukovaný dipól. V polárním prostředí tedy narůstá 
intenzita přechodu 0-0 na úkor ostatních. Vibrační maximum (I1) tohoto přechodu se 
v emisním spektru nachází při vlnové délce 373 nm. Jako referenční se používá přechod 0-2, 
jehož maximum intenzity (I3) leží při vlnové délce 383 nm. Poměr těchto intenzit se nazývá 
emisní polaritní index (EmPI). Stejně tak excitační polaritní index (ExPI) se získá 
podělením intenzit absorpčních maxim při 333 a 338 nm. Změny polarity prostředí, a tedy 
vlastností molekul, je možno určit měřením těchto indexů. Pyren má také schopnost tvořit 
excitovaný dimer, tzv. excimer. Vzniká interakcí jedné molekuly pyrenu v základním stavu 
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s druhou ve stavu excitovaném. Při vzniku excimeru však molekula ztrácí část energie a 
emisní maximum je posunuto na 470 nm [43, 45].  
 
 
Obr. 8: Typické emisní spektrum pyrenu s pěti charakteristickými píky, struktura pyrenu 
2.3.5 Instrumentace 
 Každý spektrofluorimetr sestává z několika hlavních součástí. Jako zdroj vyzařující 
konstantní proud fotonů se využívá lampa, nejčastěji xenonová výbojka. Její výhoda je široké 
spektrum vlnových délek a také vysoká intenzita při všech vlnových délkách nad 250 nm. 
Světlo z výbojky vstupuje do excitačního monochromátoru, který obsahuje soustavu zrcadel a 
z polychromatického záření vybere pouze záření o požadované vlnové délce pro excitaci – 
monochromatické. Obsahuje také vstupní a výstupní štěrbinu, jimiž lze regulovat intenzitu 
záření. Za monochromátorem se nachází měrná cela s prostorem pro kyvety. Běžně se 
používají kyvety s optickou dráhou 1 cm. Kolmo od vzorku vzhledem k excitačnímu 
monochromátoru se nachází emisní monochromátor. Ten filtruje dopadající záření a vymezuje 
to, které dále dopadá na detektor, většinou fotonásobič. Detektor zpracuje fluorescenční 
záření na elektrickou informaci a data jsou vyhodnocena počítačem. Výstupem jsou grafy 
fluorescenčních spekter [43].  
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Obr. 9: Schéma spektrofluorimetru 
2.4 Optické vlastnosti koloidů 
 Optické vlastnosti koloidních soustav jsou závislé na fyzikálních vlastnostech koloidních 
částic, zejména jejich velikosti, elektrické vodivosti a vlastní absorpci. Při dopadu světla 
(elektromagnetického záření) na disperzní systém dochází k poklesu intenzity záření 
v důsledku pravé absorpce a rozptylu světla. Při pravé absorpci je zvýšena vnitřní energie 
molekul systému a přijaté záření se přemění v teplo, zatímco u rozptylu světla je záření opět 
emitováno ve formě světelné energie. U analyticky disperzních systémů převládá především 
pravá absorpce, zatímco u koloidních a větších rozměrů se setkáváme hlavně s rozptylem 
světla 
2.4.1 Dynamický rozptyl světla 
 Dynamický rozptyl světla (Dynamic Light Scattering), znám rovněž jako fotonová 
korelační spektroskopie (PCS) či kvazielastický rozptyl světla (QELS), je v současnosti velmi 
používanou technikou pro měření velikosti částic nebo charakterizaci distribuce velikosti 
částic. V principu jde o měření Brownova pohybu, následně vztaženého na velikost částic. 
Brownův pohyb je náhodný pohyb částic vznikající v důsledku srážek molekul dispergované 
látky s molekulami rozpouštědla, přičemž větší molekuly se pohybují pomaleji než menší. 
2.4.2 Měření velikosti částic 
 Principem metody pomocí DLS je měření světla, které rozptýlí molekuly ve vzorku 
v průběhu určitého času. Kdyby se molekuly nepohybovaly, množství rozptýleného světla by 
bylo konstantní, ale jelikož se všechny molekuly v roztoku pohybují Brownovým pohybem, 
21 
 
existují interference, které způsobují změnu intenzity. Brownův pohyb závisí na teplotě, 
viskozitě rozpouštědla a velikosti molekul. Jsou-li teplota a viskozita rozpouštědla známy a 
konstantní, změna intenzity rozptýleného světla je pak přímo úměrná velikosti molekul. 
Rychlost Brownova pohybu je definována veličinou známou jako difúzní koeficient (D). 
Velikost částic je počítána z tohoto koeficientu pomocí Stokes-Einsteinovy rovnice: 
 
kde k je Boltzmannova konstanta, T je termodynamická teplota, η je viskozita rozpouštědla a 
D difúzní koeficient. Vypočtená veličina se nazývá hydrodynamický poloměr Rh. Představuje 
poloměr koule, jejíž hydrodynamické chování je za dané teploty v daném rozpouštědle stejné, 
jako chování sledované disperzní částice. 
2.4.3 Instrumentace 
 DLS systém se skládá ze šesti hlavních komponent. Jako zdroj záření se používá He–Ne 
laser o vlnové délce 632,8 nm. Laser prochází do vzorku, který je umístěn v kyvetě v měřící 
cele. Pro měření intenzity rozptýleného světla se používá detektor. Může být teoreticky 
umístěn v jakémkoliv úhlu, protože se světlo rozptyluje do všech stran. Výhodné je však 
umístit detektor pod úhlem 173 °, tzv. detekce zpětného rozptylu. Díky tomu nemusí paprsek 
procházet celým vzorkem, je možno použít vyšších koncentrací vzorku, a také se eliminuje 
vliv prachových nečistot, které jsou obvykle větší a rozptylují světlo v přímém směru. Příliš 
mnoho světla při měření velkých nebo koncentrovaných částic může způsobit přetížení 
detektoru. Zeslabovač reguluje intenzitu laserového paprsku a také rozptýleného světla. 
Zpracování signálu intenzity probíhá v korelátoru. Ten srovná intenzity rozptylu v časových 
intervalech a předá informace do počítače pro analýzu a dat a odvození informací o velikosti 
částic [46, 47].  
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Obr. 10: Schéma zařízení pro měření velikosti částic 
2.5 Elektrické vlastností koloidů 
 V důsledku přítomnosti částic disperzního prostředí a široce rozvinutého fázového rozhraní 
dochází ke vzniku elektrokinetických jevů. Jedná se o děj, kdy nabité koloidní částice kolem 
sebe seskupují ionty opačného znaménka, tzv. protiionty. Na povrchu těchto částic tak 
vznikají dvě nabité vrstvy, tzv. elektrická dvojvrstva. Tu můžeme rozdělit na dvě části, a to 
vnitřní a vnější oblast. Ve vnitřní Sternově vrstvě jsou ionty vázány silně, ve vnější difúzní 
oblasti méně pevně. V difúzní vrstvě existuje teoretická hranice, kde ionty a částice tvoří 
stabilní subjekty. Ionty uvnitř této hranice putují s částicí, ionty za touto hranicí nikoliv. Toto 
rozhraní se nazývá povrch hydrodynamického smyku nebo rovina skluzu a potenciál, který 
existuje na této hranici je znám jako elektrokinetický potenciál neboli zeta potenciál. Stabilita 
systému je právě charakterizována tímto zeta potenciálem. Pokud je vyšší než 30 mV či nižší 
než −30 mV, jsou odpudivé síly mezi částicemi dostatečně velké a suspenze je stabilní. V 
opačném případě mohou částice agregovat a systém je nestabilní.  
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Obr. 11:Elektrická dvojvrstva koloidních částic 
2.5.1 Měření zeta potenciálu 
 Zeta potenciál je jedna z hlavních sil zprostředkovávající mezičásticové interakce a 
udávající stabilitu systému. Jeho hodnotu lze odvodit ze znalosti elektroforetické pohyblivosti 
a Henryho rovnice:  
 
kde z je zeta potenciál, UE představuje elektroforetickou pohyblivost, ε je dielektrická 
konstanta, je viskozita a f(ka) udává Henryho funkci, která je charakteristická pro dané 
prostředí. Pro hodnotu f(ka) se používají jako aproximace dvě hodnoty; buď 1,5 (polární 
média) nebo 1,0 (nepolární média). 
 Pro určení elektroforetické pohyblivosti se používá cela s elektrodami. Na každém jejím 
konci je aplikovaný potenciál. Částice se pohybují směrem k elektrodě s opačným nábojem, 
měří se jejich rychlosti a vyjádří se v jednotkách intenzity pole jako jejich pohyblivost 
2.5.2 Instrumentace 
 Instrumentace je shodná jako při měření velikosti částic. Navíc je laserový paprsek 
rozdělený na dopadající a referenční paprsek. Referenční paprsek je modulovaný na zajištění 
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Dopplerova efektu. Na kyvetu je aplikováno elektrické pole, částice se začnou pohybovat, a to 
způsobí změny intenzity dopadajícího záření. Změna frekvence kolísání intenzity souvisí 
s rychlostí pohybu částic. Detektor tyto informace pošle do počítače, který spočítá 
elektroforetickou pohyblivost a tím i zeta potenciál [46, 47].  
 
 
Obr. 12: Schéma zařízení pro měření zeta potenciálu 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 Cílem mnoha vědeckých týmů po celém světě je udělat průlom v oblasti léčby nádorových 
onemocnění, a to pomocí cílené distribuce léčiv, kdy je toto léčivo dopraveno do postižené 
tkáně speciálním nosičem, který zabrání jeho nežádoucímu působení ve zdravé tkáni. Výběr 
nosiče není věc jednoduchá, musí se jednat o látku biokompatibilní a biodegradabilní, 
schopnou pevně vázat léčivo, aby nedošlo k jeho samovolnému uvolnění do krevního oběhu, 
zároveň umožnit léčivu specificky působit v požadovaném místě. Dalším důležitým 
požadavkem na nosič je netoxicita látek vzniklých jeho degradací [1]. 
Byla vyvinuta celá řada nosičů, založených na liposomech, dendrimerech [48] nebo 
polymerních micelách [28, 49]. Jednou z možností je také použití hydrofobních derivací 
těchto polymerů, jelikož většina cytostatik má nepolární povahu. 
 Studie se i nadále ubírají směrem stanovení fyzikálně-chemických vlastností nosičů 
z různých typů biopolymerů. Jednou takovou je i studie A. N. Lukyanova a jeho kolegů [50], 
kteří v roce 2003 zkoumali lipidové micely jako potenciální nosiče pro špatně rozpustná 
léčiva. K testům byly použity konjugáty fosfolipidů s polyethylenglykolem (PEG) nebo 
polyvinylpyrrolidonem (PVP). Výsledky ukázaly vysokou stability micel a jejich schopnost 
chránit zapouzdřená léčiva. Protinádorová léčba konjugáty polymer-fosfolipid se při pokusech 
in vitro i in vivo jevila jako velice účinná.  
 O dva roky později zkoumal tým W. Henniho [51] fyzikálně-chemické vlastnosti 
hydrofobně modifikovaného polysacharidu karboxymethylpululanu (HMCMP). Pomocí 
fluorescenční spektroskopie s pyrenem jako hydrofobní sondou bylo zjištěno, že hodnota 
poměru I1/I3 klesá se vzrůstající koncentrací polymeru. Toto zjištění napovídá, že v polymeru 
vznikaly hydrofobní mikrodomény pro rozpuštění pyrenu. Bylo také stanoveno, že zvýšení 
stupně substituce má vliv na stabilitu agregátů, díky zpevnění hydrofobních interakcí.  
 Z. Sezgin a spol. [52] studovali v roce 2006 různě vybrané polymery s odlišnou délkou 
řetězce, schopné tvořit polymerní micely, pro použití k solubilizaci protinádorových léčiv. 
Byly stanoveny hodnoty kritické micelární koncentrace (CMC), velikosti částic a zeta 
potenciálu.  
 V roce 2009 byl týmem R. Behjatmanesh-Ardakana [53] proveden výzkum dvou 
podobných polymerů, přičemž jeden z nich byl hydrofobně modifikovaný. Agregační čísla 
obou polymerů byla téměř shodná, nicméně kritická micelární koncentrace v případě 
hydrofobně modifikovaného polymeru byla přibližně dvakrát větší.  
 D. Quan a spol. [54] vytvořili metodu pro přípravu polymerních micel na bázi chitosanu 
nesoucí malé množství vysoce hydrofobních skupin. Amfifilní deriváty chitosanu byly 
syntetizovány roubováním hydrofobních alifatických řetězců stearoylu, palmitoylu a 
oktanoylu na molekuly chitosanu se stupněm substituce od 0,9 % do 29,6 %. Pozorováním 
pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM) a měřením dynamického rozptylu světla 
(DLS) byla určena velikost částic (od 140 do 278 nm) a kritická agregační koncentrace 
22 104,1101,7    mg.cm−3, která ukázala, že jsou tyto deriváty více stabilní po zředění než 
micely, založené na jiných chitosanových derivátech, jako např. chitosan modifikovaný z 
kyseliny deoxycholové. Další zástupce, který jevil unikátní vlastnosti pro funkci nosiče, je 
Chitosan, α-(1-4)-2-amino-2-deoxy-β-D-glukan, který je biokompatibilní, biologicky 
rozložitelný, netoxický a kladně nabitý. Metoda přípravy spočívala v tom, že se získaly 
micely prostřednictvím chitosanu, naroubovaného kyselinou deoxycholovou ve zředěném 
kyselém prostředí za přítomnosti 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC). 
Nicméně micely, připravené tímto způsobem, byly nestabilní kvůli nízkému stupni substituce. 
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Zvýšení stability micel lze dosáhnout přidáním více hydrofobních skupin. Deriváty 
s vysokým stupněm substituce bylo obtížné syntetizovat, situace se opakovala i při použití 
kyseliny linolové. Na objasnění struktury micel byly použity techniky FT-IR, NMR, X-ray 
difrakce, metody dynamického rozptylu světla (DLS), fluorescenční spektrometrie a 
transmisní elektronové mikroskopie (TEM).  
 Podle mnohých autorů se jako nejvýznamnější zástupce na pozici potenciálních nosičů 
léčiv jeví hyaluronan. Jedná se o tělu vlastní polysacharid, takže je přirozeně biokompatibilní 
a biodegradabilní.  Velmi důležitá je také jeho citlivost na receptor CD 44, který se nachází u 
většiny savčích buněk, kde je zodpovědný za jejich proliferaci a migraci. Ve velké míře je 
však tento receptor exprimován na povrchu nádorových buněk. Tohoto faktu se využívá při 
aktivním cílení, kdy je hyaluronan specificky vychytáván právě nádorovou tkání [12, 55]. 
 Interakci hyaluronanu s receptorem CD 44 zkoumali H. S. S. Qhattal a spol. [56]. 
Konkrétně prozkoumali vliv navázaného hyaluronanu na liposomech a vliv jeho molekulové 
hmotnosti na vychytávání těmito receptory. Bylo prokázáno, že s vyšší molekulovou 
hmotností také roste zájem receptorů tyto konjugáty liposom-hyaluronan vychytávat. Zároveň 
byla také vyšší účinnost u konjugátů s navázaným hyaluronanem než bez něj.  
 Interakcí liposomu s hyaluronanem se zabývali také F. Quemeneur a spol. [57], kteří pro 
studii použili jak nativní, tak také alkylovaný hyaluronan. Jejich výsledky ukázaly, že nehledě 
na počáteční pH, může polyelektrolyt (nativní nebo modifikovaný hyaluronan) adsorbovat na 
membránu liposomu a mohou tak vzniknout negativně nabité složené vezikuly. 
 Hojně prostudovaná je také myšlenka interakce tenzidu s hyaluronanem, kde, zjednodušeně 
řečeno, tenzid vytváří hydrofobní prostor pro rozpuštění nepolárního léčiva a polyelektrolyt, 
v tomto případě hyaluronan, poskytuje vnější ochranu a schopnost cílení k poškozené tkáni. 
Dané komplexy jsou také více stabilní, protože se v nich projevují nejen elektrostatické, ale 
také hydrofobní interakce.  
 Vzájemné působení hyaluronanu a tenzidu bylo cílem zájmu T. Halasové a spol. [58]. Jako 
vzorek byl použit hyaluronan o dvou molekulových hmotnostech s různými typy tenzidů 
v roztoku NaCl. Výsledky ukázaly, že i když přítomnost NaCl může potlačit interakce mezi 
opačně nabitými polyelektrolyty a povrchově aktivními látkami, jsou tyto interakce stále 
přítomny v některých systémech hyaluronan-tenzid, bez ohledu na iontový charakter povrchu. 
Fluorescenční data ale poukázala především na fakt, že tvorba agregátů (micel) se vyskytuje 
spíše v určitém intervalu, než v jednom konkrétním bodě koncentrace povrchově aktivní 
látky, a to zejména v přítomnosti hyaluronanu. Tento poznatek je zásadní v problematice 
cílené distribuce léčiv, kdy se právě snažíme zjistit, jestli, a při jaké koncentraci, je systém 
schopen vytvořit micely ochotné pojmout léčivo.  
 Tým K. Thalberga [59] zkoumal vzájemné interakce mezi hyaluronanem sodným a 
kationaktivními tenzidy s různou délkou řetězce. Bylo prokázáno, že ještě pod kritickou 
micelární koncentrací tenzidu dochází k navázání tenzidu na hyaluronan. Až po dalším 
přidávání tenzidu se agregáty stabilizují a dochází i k tvorbě volných micel. Vodivostní, 
solubilizační a NMR měření prokázaly, že micely s navázaným hyluronanem mají menší 
velikost než volné micely tenzidu. Byla také prokázána nezávislost molekulové hmotnosti 
polymeru (nad určitou minimální hodnotu) na interakci polymer-tenzid.  
 Interakce polymerů s anionaktivními a neionogenními tenzidy prověřovali D. Yin a spol. 
[60], kteří také posoudili vliv přídavku dalších sacharidů.  
 Fakt, že navázání tenzidu na hyaluronan je podmíněn poměrem molekulových hmotnosti 
daných složek, je výsledek studie J. Xua a spol. [61], kteří se zabývali interakcemi 
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kationaktivních tenzidů s hyaluronanem. Na měření byly použity standardní metody jako 
např. metoda dynamického rozptylu světla, měření turbidity, zeta potenciálu a mikroskopická 
měření. Potvrdili také elektrostatické interakce v daných konjugátech. V roce 2011 proběhla 
studie, při které byly syntetizovány dva druhy hydrofobní modifikovaného hyaluronanu pro 
cílenou distribuci cytostatika paklitaxelu (PTX).  
 Tým L. Yanhuaa [62] vytvořil hydrofobizovaný hyluronan spojením nativního 
hyaluronanu  s hydrofobní částí molekuly oktadecylu (HA-C18). Druhým typem byl totožný 
derivát, který měl ještě navíc navázaný konjugovaný folát umožňující dvojité cílení (FA-HA-
C18). Zvýšením stupně substituce u obou derivátů došlo ke snížení kritické micelární 
koncentrace. Také se podařilo úspěšně zapouzdřit paklitaxel do daných nosičů a testy in vitro 
dosáhly výborných výsledků. Řada nových duálně zaměřených micelárních nosičů na základě 
HA-C18 a FA-HA-C18, které byly vyvinuty pro fyzikální zapouzdření paklitaxelu se pro své 
vynikající výkonové vlastnosti, malou velikost, dvojí schopnost cílení a vychytávání 
nádorovými buňkami jeví jako slibný kandidát pro cílenou distribuci léčiv.  
 Úspěšným nosičem paklitaxelu se také stal Styryl-pyridinium-hyaluronan, s nímž prováděli 
experimenty T. Youhuha a spol. [63]. Studia přinesla závěr, že daný nosič je vychytáván 
mozkovými tumory, tudíž bude nadále používán v medicíně.  
 V roce 2012 použili L. Jing a spol. [64] opět kyselinu deoxycholovou k tvorbě konjugátů 
schopných formovat polymerní micely.  
 Na rozdíl od týmu D. Quana [54] použili místo chitosanu hyaluronan. Vzniklé redox citlivé 
micely byly schopny navázat paklitaxel a byly vychytávány karcinomem prsu. Testy byly také 
provedeny na uměle vytvořených nádorech u laboratorních myší. Dále se prokázalo, že přenos 
hydrofobních cytostatik těmito micelami probíhá velmi rychle a nádorové receptory dokonce 
podporují množení těchto micel. 
 V roce 2009 proběhl výzkum nového typu modifikace hyaluronanu. Studiem vlastností 
alkylovaného derivátu hyaluronanu se zabývali M. Chytil a M. Pekař [65]. Tento derivát byl 
připraven navázáním alkylových řetězců o délce 8 a 12 atomů uhlíku na OH- skupiny D-
glukoronové kyseliny, přičemž testy byly provedeny při nízkém (pod 20 %) i vysokém stupni 
substituce (100 %). Při testech povrchového napětí, viskozity a reologických vlastností se 
ukázalo, že největší povrchovou aktivitu projevovaly vysokomolekulární deriváty s vyšším 
stupněm substituce.  Dále bylo zjištěno, že vysokomolekulární, vysocesubstituovaný 
hyaluronan s kratším alkylovým řetězcem má nižší kritickou agregační koncentraci (CAC) 
než nízkomolekulární hyaluronan s nižším stupněm substituce a delším navázaným 
alkylovým řetězcem.  Z toho vyplývá, že asociační chování je ovlivněno délkou řetězce, 
molekulovou hmotností i stupněm substituce.  
 Agregační chování daného typu hyaluronanu provedli také o rok dříve F. Mravec a spol. 
[66], a to pomocí fluorescenční spektroskopie, užitím pyrenu a perylenu jako fluorescenčních 
sond. Hydrofobně modifikovaný hyaluronan byl použit o pěti různých molekulových 
hmotnostech se stupněm substituce 10 – 70 %. Výsledky měření pomocí obou sond potvrdily, 
že daný typ hyaluronanu má sklony k agregačnímu chování v porovnání s nativním 
hyaluronanem. Výsledky těchto prací dokazují, že hydrofobně modifikované deriváty 
hyaluronanu jsou vhodnými uchazeči v kategorii nosičů pro cílenou distribuci léčiv.  
 To také potvrzuje studie z roku 2007, kterou provedli P. Mlčochová a spol. [67], kdy 
hydrofobizovaný hyluronan podrobili sérii testů na reakce s alkyloxymethyloxirany při 
různém poměru látek, pH, molekulové hmotnosti a množství DMSO. Všechny nové deriváty 
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hyaluronanu se ukázaly jako plně biokompatibilní a degradabilní. Také testy na adhezi 
chondrocitů a proliferaci ukázaly lepší nebo shodné kvality jako původní hyaluronan. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiály 
Hyaluronan  AcHya C6 (acylovaný 6ti uhlíkatým řetězcem),  
    Mw = 20 kDa, DS 55 %, CPN spol. s. r. o. 
     
  AcHya C18:1 (acylovaný 18ti uhlíkatým řetězcem s 1 dvojnou  
  vazbou),  
    Mw = 20 kDa, DS 10 %, CPN spol. s. r. o. 
 
Pyren   CAS: 430166/1, Fluka, puriss p.a. for fluorescence, šarže 2049273 
 
Chlorid sodný  CAS: 7647-14-5, Lachner, šarže PP/2009/06278 
 
Aceton  Lachner, p.a. 
 
Voda   Miliphore: Mili-Q; Purelab: ELGA 
4.2 Příprava zásobních roztoků a vzorků 
4.2.1 Příprava zásobního roztoku fluorescenční sondy 
 Příprava roztoku fluorescenční sondy byla připravena standardním způsobem, a to 
rozpuštěním navážky v těkavém rozpouštědle. Přesná navážka pyrenu byla rozpuštěna 
v acetonu na výslednou koncentraci 4102   mol.dm-3. Zásobní roztok byl ponechán v lednici 
při teplotě 4 °C. 
4.2.2 Příprava zásobního roztoku AcHya 
 Přesná navážka hydrofobně modifikovaného hyaluronanu byla smíchána s přibližně ¾  
požadovaného objemu Mili-Q vody. Po úplném rozpuštění na magnetické míchačce (cca 8 –
 12 hod.) byl přesný objem upraven pomocí odměrných baněk na požadovaný výsledný 
objem. 
 Pro vzorek hyaluronanu C6 o molekulové hmotnosti 20 kDa byly připraveny zásobní 
roztoky o koncentracích 0,5, 5, 15 a 60 g.dm−3. Pro vzorek C18:1 o molekulové hmotnosti 
20 kDa byly podobně připraveny zásobní roztoky o koncentracích 0,5, 5, 10 a 30 g.dm-3. 
Roztoky byly uchovány v lednici při 4 °C.  
4.2.3 Příprava zásobního roztoku nasyceného NaCl 
 Rozpuštěním přesné navážky v Mili-Q vodě byl připraven roztok NaCl o koncentraci 
5,86 mol.dm
−3, což představuje nasycený roztok. Ten se pozná tak, že se na dně odměrné 
nádoby nachází pevný nerozpuštěný podíl NaCl ve formě jemných krystalů. Roztok byl dále 
uchováván při laboratorní teplotě. 
4.2.4 Příprava vzorků pro fluorescenční měření 
 Nejprve byla vytvořena široká koncentrační řada hydrofobně modifikovaného hyaluronanu 
tak, aby se v ní nacházela předpokládaná hodnota CMC. Pro AcHya C6 byla připravena 
koncentrační řada v rozmezí 0,001 – 60 g.dm−3, pro vzorek C18:1 obdobně  0,001 – 
30 g.dm
−3
.  
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 Do skleněných vialek bylo napipetováno takové množství zásobního roztoku pyrenu 
v acetonu, aby výsledná koncentrace v roztoku činila 10−6 mol.dm-3. Těkavé rozpouštědlo 
bylo za sníženého tlaku odpařeno a do vialek bylo následně pipetováno potřebné množství 
hyaluronanu a Mili-Q vody pro dosažení požadovaných koncentrací v koncentrační řadě. 
Celkový objem roztoku ve vialce činil 5 ml. Takto připravené roztoky byly umístěny na 
třepačku po dobu 24 hod.  
 Vzorky byly podrobeny dvěma měřením. Pro druhou sérii testů bylo k roztokům navíc 
napipetováno přesné množství nasyceného NaCl na výslednou koncentraci v roztoku 
0,15 mol.dm
−3. Vzorky byly opět ponechány na třepačce po dobu 24 hod.  
4.2.5 Příprava vzorků pro měření velikosti částic a zeta potenciálu 
 Při přípravě vzorků pro měření velikosti částic a zeta potenciálu se postupovalo obdobně 
jako u metody fluorescenční spektroskopie. Pouze fluorescenční sonda byla z roztoků při 
přípravě vynechána. Pro oba vzorky byla sestavena koncentrační řada čítající 6 roztoků 
v rozmezí koncentrací 0,001 – 60 g.dm−3 v případě AcHya C6 a 0,001 – 30 g.dm-3 v případě 
vzorku AcHya C18:1. Pro dosažení požadovaných koncentrací bylo do skleněných vialek 
pipetováno potřebné množství zásobních roztoků AcHya a Mili-Q vody na celkový objem 
roztoku 3 ml. Vzorky byly ponechány na třepačce po dobu 24 hod. Pro druhou sérii testů bylo 
do každého vzorku napipetováno přesné množství nasyceného NaCl na výslednou koncentraci 
v roztoku 0,15 mol.dm
-3. Roztoky byly míchány na třepačce po dobu 24 hod. 
4.3 Metody měření a standardní vyhodnocení dat 
4.3.1 Fluorescenční spektroskopie 
 Fluorescenční spektra pyrenu byla měřena na spektrofluorimetru Fluorog Horiba Jobin 
Yvon s pomocí programu FluorEssence™. Měření probíhala v křemenné kyvetě při teplotě 
25 °C, která byla zajištěna pomocí termostatu. Přístroj obsahuje xenonovou výbojku o výkonu 
450 W a umožňuje snímat fluorescenci v rozsahu 220 – 2500 nm. 
 Pro měření emisních spekter pyrenu byl excitační monochromátor nastaven na 336 nm a 
spektrum bylo měřeno v rozsahu od 360 nm do 530 nm. Excitační sken byl měřen od 325 nm 
do 345 nm s emisním monochromátorem nastaveným na 392 nm. Pro oba skeny byl nastaven 
krok 1 nm. V emisním spektru byly sledovány intenzity prvního (373 nm) a třetího (383 nm) 
maxima. Jejich poměr je jeden z parametrů reagujících na polaritu a je označován jako emisní 
polaritní index (EmPI). Používá se také pro zjištění hodnoty CMC. Další sledovaná hodnota 
byla intenzita fluorescence při 470 nm, tedy v pásmu excimeru. Poměr intenzit excimeru a 
monomeru, standardně značen jako Ex:Mo, je další parametr vypovídající o pravděpodobnosti 
vzniku excimeru a o rozložení pyrenu v hydrofobních jádrech. Je také ukazatel 
mikroviskozity jádra. U excitačního skenu byla zaznamenána hodnota fluorescence při 
333 nm a 338 nm. Jejich podělením byl získán excitační polaritní index (ExPI), který je 
taktéž ukazatelem polarity v okolí pyrenu. 
 Pro určení hodnoty CMC se používá závislost EmPI nebo ExPI na logaritmu koncentrace 
dané látky (obecně tenzidu). Tato závislost, převedená do grafu, má tvar sigmoidní křivky. 
V programu OriginPro 8.1 ji lze proložit Boltzmannovým modelem sigmoidní křivky 
s charakteristickými parametry. Při vyhodnocování dat byla sledována kritéria jako 
redukované Chi-Square, residuální analýza a interval spolehlivosti LCL (lower confidence 
limit) a UCL (upper confidence limit). Z těchto parametrů bylo vyhodnoceno, zdali je 
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Boltzmannův model ideální. Do grafů v kapitole 5 pak byly použity pouze křivky těchto 
modelů.  
 
 
Obr. 13: Boltzmannova závislost a její charakteristické parametry 
 
Rovnice sigmoidní křivky je dána:  
 
kde proměnná y odpovídá poměru hodnot I1/I3, tedy EmPI nebo ExPI, souřadnice na ose x 
označuje logaritmus koncentrace, A1 a A2 jsou horní a spodní mez sigmoidní křivky, x0 je 
infexní bod a Δx je gradient. 
 Jelikož jsou hodnoty na ose x v logaritmickém měřítku, vypočtenou hodnotu inflexního 
bodu x0 je třeba na závěr odlogaritmovat, čímž dostaneme výslednou hodnotu CMC.  
 Každý vzorek byl namíchán a změřen třikrát. Prezentované výsledky jsou aritmetickým 
průměrem výsledných hodnot ze všech měření, směrodatné odchylky jsou ve výsledcích 
zobrazeny jako chybové úsečky. 
4.3.2 Dynamický rozptyl světla 
 Měření velikosti částic probíhalo na přístroji Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern 
Instrument, který využívá dynamického rozptylu světla. V režimu size je nutné nastavit 
informace o vzorku a prostředí, teplotu a dobu temperace a samotné parametry měření. 
Teplota byla nastavena na 25 °C s dobou temperace 120 s, měření byla třikrát opakována s 25 
skeny v každém z nich. Při práci se používají jednorázové plastové kyvety.  
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 U všech vzorků byla měřena distribuce velikostí částic a průměrná velikost částic (Z-
Average). Sledovaným parametrem jsou také korelační křivky, které nám poskytují informace 
o kvalitě studovaných distribucí. Na obr. 14 je zobrazen ideální průběh korelační funkce.  
 Každý vzorek byl namíchán a změřen třikrát, prezentovaná data jsou aritmetickým 
průměrem daných hodnot, směrodatné odchylky jsou ve výsledcích uvedeny jako chybové 
úsečky. 
 
 
Obr. 14: Ideální průběh korelační funkce 
4.3.3 Zeta potenciál 
 Měření zeta potenciálu, který nás informuje o stabilitě systému, probíhalo na přístroji 
Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern Instrument v režimu zeta. Opět je nutné nastavit 
informace o vzorku a okolí, teplotu a dobu temperace. Každé měření bylo provedeno 3x 
s 10 – 100 skeny v každém z nich při teplotě 25 °C. Pro práci se používá Dip cela s měřící 
elektrodou, na kterou se vkládá napětí a přístroj sleduje fázovou odezvu na vložené napětí. 
Software tato data přepočte na elektroforetickou mobilitu a také střední hodnotu zeta 
potenciálu. 
 Každý vzorek byl namíchán a změřen třikrát, prezentovaná data jsou aritmetickým 
průměrem daných hodnot, směrodatné odchylky jsou ve výsledcích uvedeny jako chybové 
úsečky. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Fluorescenční spektroskopie 
 Metoda fluorescenční spektroskopie byla vybrána pro nalezení hodnoty CMC dvou vzorků 
hydrofobně modifikovaného hyaluronanu. Informace o polaritě prostředí nám poskytlo 
použití pyrenu jako fluorescenční sondy. Následující grafy porovnávají rozdílné agregační 
chování použitých vzorků hyaluronanu, jak pouze ve vodě, tak také v prostředí 0,15 M NaCl. 
Pro lepší interpretaci dat byly použity pouze grafy ExPI v závislosti na koncentraci 
hyaluronanu. Výsledné hodnoty CMC jsou uvedeny v tabulce na konci kapitoly. 
 
 
Obr. 15: Závislost ExPI a Ex:Mo na logaritmu koncentrace AcHya C6 v prostředí Mili-Q 
vody, plnou modrou čarou je zobrazena závislost Boltzmannova modelu odpovídající datům 
pro ExPI 
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Obr. 16: Závislost ExPI a Ex:Mo na logaritmu koncentrace AcHya C6 v prostředí 0,15 M 
NaCl  
 
 
Obr. 17: Závislost ExPI a Ex:Mo na logaritmu koncentrace AcHya C18:1 v prostředí Mili-Q 
vody 
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Obr. 18: Závislost ExPI a Ex:Mo na logaritmu koncentrace AcHya C18:1 v prostředí 0,15 M 
NaCl 
 
 Na obr. 15, 16, 17 a 18 vidíme závislost ExPI a Ex:Mo na logaritmu koncentrace 
hydrofobizovaných hyaluronanů. U vzorku AcHya C6 (obr. 15, 16) má křivka ExPI typický 
sigmoidní tvar, jejíž inflexní bod odpovídá hledané CMC. Horní limita křivky odpovídá 
signálu rozpuštěného AcHya ve vodě. Následuje zlom s hledaným inflexním bodem a spodní 
limita křivky odpovídá signálu sondy, která je již solubilizována v polymerních micelách. 
Křivka Ex:Mo vykazuje zprvu konstantní průběh následovaný prudkým nárůstem, maximum 
křivky koreluje s inflexním bodem ExPI. 
 Vysoká hodnota ExPI při nízkých koncentracích naznačuje polární prostředí a tedy fakt, že 
zde nedochází k samovolnému vzniku hydrofobních domén. Při vyšší koncentraci hodnota 
ExPI klesá, což vypovídá o schopnosti modifikovaného hyaluronanu tvořit agregáty.  
 U vzorku AcHya C18:1 (obr. 17, 18) je možné pozorovat dva zlomy křivky ExPI a tomu 
odpovídající dvě maxima křivky Ex:Mo. V závislosti na koncentraci hyaluronanu tedy 
docházelo ke změnám polarity, resp. ke vzniku dvou hydrofobních domén o rozdílné polaritě. 
Tento fakt nám říká, že daný vzorek obsahuje dva typy agregátů, příp. dvě velikosti částic, 
což potvrdila i data z měření dynamického rozptylu světla a zeta potenciálu (viz kapitola 5.2), 
která naznačují, že vzorek AcHya C18:1 je nestabilní v celé škále koncentrací. Z toho 
dedukujeme, že jednoduché polymerní micely daného vzorku mají tendenci se shlukovat do 
větších a stabilnějších agregátů. 
 
0 
0,05 
0,1 
0,15 
0,2 
0,25 
0,5 
1 
1,5 
2 
2,5 
3 
3,5 
0,001 0,01 0,1 1 10 100 
Ex
:M
o
 
Ex
P
I 
log c [g.dm-3] 
36 
 
 
Obr. 19: Porovnání závislosti ExPI na logaritmu koncentrace AcHya pro vzorek C6 bez a po 
přídavku soli, plnými čarami jsou zobrazeny závislosti Boltzmannova modelu odpovídající 
datům pro ExPI 
 
 
Obr. 20: Porovnání závislosti ExPI na logaritmu koncentrace AcHya pro vzorek C18:1 bez a 
po přídavku soli 
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 Obr. 19 a 20 prezentují závislosti ExPI obou vzorků na koncentraci AcHya. Je zde patrný 
rozdíl v křivkách pro vzorky ve vodném prostředí nebo v prostředí 0,15 M NaCl. Při zvýšení 
iontové síly je dovoleno řetězci změnit konformaci z toho důvodu, že molekuly NaCl stíní 
nábojové repulze mezi stejně nabitými polárními „hlavami“. Přítomnost NaCl tedy snižuje 
CMC, což je ve výsledcích potvrzeno s výjimkou prvního zlomu křivky u vzorku C18:1. 
Pokud vezmeme v potaz chybové úsečky, dá se tento fenomén eliminovat, poté můžeme ale 
také zvažovat, že daný zlom není významný, což nám však vyvracejí maxima křivek Ex:Mo a 
také DLS měření, která skutečně dokazují dvě velikosti částic.  
 Jako vysvětlení toho, že prostředí soli snižuje CMC vzorků nepatrně (vzorek C6) či vůbec 
(první zlom křivky vzorku C18:1), může být také způsob přípravy. Kvůli nedostatku vzorků 
nebyly připraveny dvě koncentrační řady v různých prostředích (Mili-Q voda a NaCl), nýbrž 
po proměření vzorků ve vodě bylo do těchto přidáno potřebné množství nasyceného roztoku 
NaCl na výslednou koncentraci 0,15 M. Přídavek soli do již ustálených a relativně stabilních 
roztoků může mít za následek malý vliv na CMC, nehledě na to, že polymerní micely 
obsahují rigidní, těžko ohebné řetězce, které NaCl neovlivňuje v takové míře jako u 
jednoduchých micel.  
 Pozvolnější průběh křivek, s výjimkou vzorku C18:1 v prostředí vody, naznačuje, že tvorba 
micel probíhá pozvolna v širokém koncentračním regionu. Výsledné hodnoty agregačních 
koncentrací shrnuje tabulka 2. Je vidět, že nejvyšší CMC má vzorek AcHya C6 v prostředí 
Mili-Q vody, a to 5,04 ± 1,03 g.dm−3. Přídavek soli snižuje jeho CMC, s přihlédnutím na 
chybové úsečky, jen mírně. U vzorku AcHya C18:1 jsou patrné dvě hodnoty koncentrací, 
přičemž jako skutečnou CMC uvažujeme hodnotu prvního zlomu, která se neliší v závislosti 
na prostředí. Druhý zlom pravděpodobně prezentuje vznik nadmicelárních agregátů. V tomto 
případě snížil NaCl hodnotu CMC přibližně 3krát.   
 
Tab. 2) Výsledné hodnoty kritických agregačních koncentrací pro roztoky hyaluronanu 
Vzorek CAC [g.dm
-3
] 
AcHya C6 5,04 ± 1,03 
AcHya C6 + NaCl 3,70 ± 1,05 
 CAC (1. zlom) [g.dm
-3
] CAC (2. zlom) [g.dm
-3
] 
AcHya C18:1 0,01 ± 2,42 1,14 ± 1,30 
AcHya C18:1 + NaCl 0,01 ± 1,44 0,37 ± 1,30 
5.2 Dynamický rozptyl světla 
 V této kapitole jsou shrnuty výsledky měření velikosti částic a zeta potenciálu. Obr. 21, 22, 
23 a 24 ukazují grafy korelačních křivek v nízkých a vysokých koncentracích vzorků AcHya 
C6 a C18:1. Při nižších koncentracích (obr. 21 a 23) je zřejmé, že korelační křivky se 
nepřibližují ideálu, některé vůbec nedosáhnou nuly, a to i v případě přidání NaCl, který by 
měl umožnit snadnější sbalení hyaluronanu do klubka a eliminovat fakt, že ve vodném 
rozpouštědle je hyaluronan, díky své schopnosti silně vázat vodu, obalen hydratačním 
obalem, který způsobuje podobný index lomu jako prostředí a výsledky jsou pak zatíženy 
velkou chybou. Pro vysoké koncentrace (obr. 22 a 24) se již křivky blíží ideálu, jelikož je 
pravděpodobně většina molekul ve formě agregátů. 
 Na druhou stranu u vysokých koncentrací se přístroj blíží hranici měřitelnosti. Je schopen 
měřit přibližně do velikosti částic 3 – 5 µm, kdy se ještě částice pohybují Brownovým 
pohybem. U vzorku AcHya C6 však při koncentraci 60 g.dm−3 vyšla velikost kolem 10 µm a 
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tato hodnota musela být odečtena z kritéria Z-Average. Přístroj zde nebyl schopen vypočítat 
intenzity a procentuální zastoupení jednotlivých píků, převážně asi proto, že se molekuly 
natolik ovlivňují a řetězce spolu interagují, že nelze rozeznat jednotlivé celky. Z toho plyne, 
že vysoké koncentrace modifikovaného hyaluronanu nejsou vhodné pro měření DLS.  
  
 
 
Obr. 21: Typický tvar korelačních křivek vykazovaný vzorky AcHya C6 v prostředí Mili-Q 
vody i 0,15M NaCl při koncentraci 0,001 g.dm−3 
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Obr. 22: Typický tvar korelačních křivek vykazovaný vzorky AcHya C6 v prostředí Mili-Q 
vody i 0,15 M NaCl při koncentraci 60 g.dm−3 
 
 
Obr. 23: Typický tvar korelačních křivek vykazovaný vzorky AcHya C18:1 v prostředí Mili-Q 
vody i 0,15 M NaCl při koncentraci 0,001 g.dm−3 
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Obr. 24: Typický tvar korelačních křivek vykazovaný vzorky AcHya C18:1 v prostředí Mili-Q 
vody i 0,15 M NaCl při koncentraci 30 g.dm−3 
 
 Grafické znázornění výsledků měření velikostí částic a zeta potenciálu zobrazují obr. 25, 
26, 27, 28 a 29, přičemž obr. 26 je vložen pro přehlednost, kdy je vynechána nejvyšší 
koncentrace vzorku AcHya C6. Numerické znázornění výsledků prezentuje tabulka 3. Jak je 
vidět dle hodnot z tabulky, fakt, že částice by měly být menší v přítomnosti NaCl, je 
s přihlédnutím na chybové úsečky splněn s výjimkou nejvyšší koncentrace vzorku AcHya 
C18:1. V takto vysoké koncentraci, a díky 18ti uhlíkatému řetězci, kterým je provedena 
modifikace, již vznikají nadmicelární útvary interakcí jednoduchých micel, a tím pádem 
přídavek soli nehraje tak významnou roli. Aby byl systém stabilní, musí být jeho zeta 
potenciál vyšší než 30 mV nebo nižší než −30 mV. Tuto podmínku splňuje vzorek AcHya C6 
v přítomnosti jak vody, tak soli, a to v koncentracích blížících se CMC. Vzorek C18:1 
vykazuje nestabilitu v celé škále koncentrační řady, což má za následek elektrostatické 
interakce mezi jednotlivými agregáty, a tedy již zmíněné dvě distribuce velikosti částic. 
Výsledky měření velikostí částic, které jsou shrnuty v totožné tabulce, ostatně potvrzují totéž. 
Byla tedy ověřena hypotéza z výsledků fluorescenční spektroskopie (kapitola 5.1). 
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Obr. 25: Graf závislosti velikosti částic na koncentraci vzorku AcHya C6 bez a po přídavku 
soli 
 
 
Obr. 26: Graf závislosti velikosti částic na koncentraci vzorku AcHya C6 bez a po přídavku 
soli 
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Obr. 27: Graf závislosti velikosti částic na koncentraci vzorku AcHya C18:1 bez a po 
přídavku soli 
 
 
Obr. 28: Graf závislosti velikosti zeta potenciálu na koncentraci vzorku AcHya C6 bez a po 
přídavku soli 
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Obr. 29: Graf závislosti velikosti zeta potenciálu na koncentraci vzorku AcHya C18:1 bez a 
po přídavku soli 
 
 
 
 
Tab. 3) Naměřené hodnoty velikostí částic a zeta potenciálu 
Vzorek AcHya C6 AcHya C6 + NaCl 
Koncentrace 
[g.dm
-3
] 
Průměr částic 
[nm] 
Zeta potenciál 
[mV] 
Průměr částic [nm] 
Zeta potenciál 
[mV] 
0,001 367,0 ± 185,5 -11,1 ± 7,0 593,8 ± 279,3 -20,6 ± 4,8 
0,01 328,9 ± 91,2 -14,6 ± 9,7 360,0 ± 70,9 -20,6 ± 8,8 
0,1 427,4 ± 107,7 -18,5 ± 2,4 208,5 ± 172,9 -16,9 ± 4,3 
1 431,2 ± 114,3 -35,1 ± 6,9 408,9 ± 166,4 -13,7 ± 3,6 
10 1009,2 ± 419,0 -31,0 ± 1,2 778,2 ± 82,6 -19,6 ± 4,7 
60 19140,7 ± 11376,9 -17,7 ± 1,0 11972,9 ± 5064,9 -18,2 ± 2,1 
Vzorek AcHya C18:1 AcHya C18:1 + NaCl 
Koncentrace 
[g.dm
-3
] 
Průměr částic 
[nm] 
Zeta potenciál 
[mV] 
Průměr částic [nm] 
Zeta potenciál 
[mV] 
0,001 405,4 ± 126,1 -20,8 ± 5,3 378,2 ± 87,8 -14,7 ± 5,8 
0,01 371,6 ± 63,6 -12,5 ± 7,8 447,9 ± 160,1 -14,6 ± 6,1 
0,1 333,2 ± 54,5 -25,4 ± 7,5 299,2 ± 95,4 -15,0 ± 2,8 
1 414,6 ± 53,6 -31,5 ± 4,9 460,1 ± 111,3 -15,7 ± 5,4 
10 482,5 ± 156, -27,0 ± 1,2 632,0 ± 146,5 -17,7 ± 2,4 
30 
1783,9 ± 344,6 
-21,0 ± 1,2 
2914,1 ± 1053,7 
-19,4 ± 1,5 
125,0 ± 76,5 128,8 ± 111,9 
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5.3 Srovnání fluorescenční spektroskopie + DLS 
 Při proložení výsledků fluorescenční spektroskopie a dynamického rozptylu světla byly 
potvrzeny domněnky předchozích dvou kapitol. Je nutné podotknout, že zkoumaný systém je 
velmi dynamický, v průběhu koncentrační řady může docházet ke změnám konformací 
polymerů nebo k jejich samovolným interakcím. Měření pomocí DLS tyto konkrétní 
informace není schopna zaznamenat, nicméně její výsledky vcelku uspokojivě podkládají 
měření z fluorimetrie. Ač se může z následujících grafů zdát, že systém do dosažení CMC jeví 
monodisperzitu, není tomu tak. U obou vzorků lze pozorovat mírný pokles velikosti částic až 
do hodnoty CMC, což potvrzuje i tabulka 3 předchozí kapitoly. Tento jev je pravděpodobně 
dán tím, že vznikají nemicelární útvary, které jsou sice menší než jednotlivé rozvinuté řetězce, 
zato ale stabilnější. V koncentraci 10 g.dm−3, která se u obou vzorků nachází za CMC, je 
patrný nárůst velikosti částic, který svědčí o přítomnosti stabilních micel. U nejvyšší 
koncentrace je patrný vznik i větších agregátů z jednotlivých micel, u vzorku AcHya C18:1 
pak také dvojí distribuce velikostí. 
 
 
Obr. 30: Porovnání dat ExPI a velikosti částic vzorku AcHya C6 v prostředí Mili-Q vody, 
plnou oranžovou čarou je zobrazena závislost Boltzmannova modelu odpovídající datům pro 
ExPI 
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Obr. 31: Porovnání dat ExPI a velikosti částic vzorku AcHya C6 v prostředí 0,15 M NaCl 
 
 
Obr. 32: Porovnání dat ExPI a velikosti částic vzorku AcHya C18:1 v prostředí Mili-Q vody, 
zeleným bodem je zobrazena druhá distribuce velikosti částic daného vzorku při jeho nejvyšší 
koncentraci 
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Obr. 33: Porovnání dat ExPI a velikosti částic vzorku AcHya C18:1 v prostředí 0,15 M NaCl 
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6 ZÁVĚR 
 Cílem bakalářské práce bylo vypracovat literární rešerši na téma nosičových systémů pro 
cílenou distribuci léčiv a na jejím základě navrhnout, provést a vyhodnotit experimenty 
s modelovými hydrofobně modifikovanými biopolymery vedoucí k jejich charakterizaci.  
 Z rešerše je patrné, že jako jeden z vhodných kandidátů pro přípravu nosičů se jeví 
hyaluronan. Ten ve formě nosiče, tj. micel s rozpuštěnou účinnou látkou, vykazuje vyhovující 
velikost, která představuje jednu ze základních podmínek pasivního cílení. Nesporná výhoda 
však spočívá také ve specifické interakci hyaluronanu s receptorem CD 44, který je hojně 
exprimován nádorovou tkání. Tento fakt také umožňuje použití hyaluronanu pro aktivní 
cílení. Z rešerše dále vyplývá, že metoda fluorescenční spektroskopie se jeví jako vhodná pro 
studium agregačního chování biopolymerů. Při použití pyrenu, jako fluorescenční sondy, 
získáváme také informace o polaritě prostředí.  
 Pro experimentální část byly vybrány dva vzorky hydrofobně modifikovaného 
hyaluronanu, a to AcHya C6, který je acylovaný 6ti uhlíkatým řetězcem a AcHya C18:1, 
acylovaný 18ti uhlíkatým řetězcem s jednou dvojnou vazbou. Molekulová hmotnost obou 
vzorků byla 20 kDa, stupeň substituce u vzorku AcHya C6 byl 55 %, u AcHya C18:1 10%. 
Metodou fluorescenční spektroskopie byla změřena CMC obou vzorků. Jako fluorescenční 
sonda byl použit pyren. Výsledky naznačují, že při nízkých koncentracích obou vzorků 
nedochází k samoagregaci. Při vyšších koncentracích klesá hodnota ExPI, vypovídající o 
vzniku hydrofobních domén. Plynulejší průběh sigmoidních křivek grafů závislosti ExPI na 
koncentraci AcHya potvrzuje také předpoklad, že tvorba micel probíhá v širším regionu 
koncentrací. Výjimku tvoří pouze vzorek AcHya C18:1 v prostředí Mili-Q vody. U daného 
vzorku byl také pozorován zajímavý fenomén. Sigmoidní křivka grafu závislosti ExPI na 
koncentraci hyaluronanu obsahovala dva zlomy. Tento jev byl zřejmě způsoben shlukováním 
polymerních micel hyaluronanu do větších agregátů, čímž dochází také ke změně polarity 
vnitřní hydrofobní domény. Dvojí distribuci částic potvrzují také výsledky DLS a měření zeta 
ponteciálu. Právě z měření zeta potenciálu vyplynula informace o nestabilitě vzorku AcHya 
C18:1 v celé škále koncentrací, což potvrzuje fakt, že jednoduché polymerní micely tohoto 
vzorku se sebou budou interagovat a tvořit větší a stabilnější útvary. Zkoumán byl také vliv 
prostředí. Po přídavku NaCl na výslednou koncentraci 0,15 M sice došlo ke snížení CMC 
daných vzorků, ne zase ale tak markantně, jak se předpokládalo. U vzorku AcHya C6 je vidět 
nepatrný pokles, v případě prvního zlomu u křivky vzorku AcHya C18:1 naopak žádný. Na 
vině může být vliv přípravy nebo také nemožnost soli ovlivňovat rigidní řetězce daných 
polymerů. Výsledky jsou shrnuty v kapitole 5.1.  
 V následující kapitole byly vzorky podrobeny měření metodou dynamického rozptylu 
světla. Z tvaru korelačních křivek vyplývá, že nízké koncentrace obou vzorků nejsou vhodné 
pro měření touto metodou. U vyšších koncentrací nabývaly křivky ideálního tvaru. Proti však 
hraje fakt, že při nejvyšší koncentraci vzorků, konkrétně u vzorku AcHya C18:1, se přístroj 
blížil hranici měřitelnosti a nebyl zde schopen určit intenzity a procentuální zastoupení 
jednotlivých velikostí. Potvrzena byla také domněnka z předchozí kapitoly o dvojí distribuci 
částic vzorku AcHya C18:1. Dle měření zeta potenciálu vykazuje vzorek AcHya C6 relativní 
stabilitu v obou použitých prostředích, vzorek AcHya C18:1 je nestabilní v celé koncentrační 
řadě.  
 Na závěr diskuze byly výsledky měření oběma metodami proloženy dohromady a 
porovnány. Velikosti částic obou vzorků se před CMC téměř nemění, v okolí počátku 
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agregace se velikost částic mírně zvýšila. Za hodnotou CMC je zřejmý prudký nárůst velikostí 
částic vypovídající o nadmicelárních agregátech.  
 Závěrem lze konstatovat, že metoda fluorescenční sondy se jeví jako vhodná pro studium 
interakcí a vlastností daných typů biopolymerů. Použití dynamického rozptylu světla 
dokresluje a potvrzuje hypotézy z měření fluorescenční spektroskopií. Ne vždy je však její 
použití nejvhodnější. Hydrofobně modifikovaný hyaluronan prokázal, že se v nižších 
koncentracích chová jako vhodný nosič, co do velikosti. Změření CMC však dokazuje i 
hypotézy vědeckých článků, a to, že daný typ hyaluronanu je schopen samoagregace a 
solubilizace nepolárních látek. Nabízí se tak jeho využití v cílené distribuci léčiv. 
S přihlédnutím na výsledky o stabilitě systémů se však tato možnost vztahuje pouze na vzorek 
AcHya C6.  
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Seznam zkratek 
Zkratka   Význam 
AcHya    hydrofobizovaný hyaluronan 
CAC    kritická agregační koncentrace 
CD 44    specifický receptor pro hyaluronan 
CMC    kritická micelární koncentrace 
DLS    dynamický rozptyl světla 
DMSO   dimethylsulfoxid 
DS    stupeň substituce 
EmPI    emisní polaritní index 
ExPI    excitační polaritní index 
Ex:Mo    poměr intenzity pásu excimeru ku pásu monomeru 
Epimer   excitovaný dimer 
EPR efekt   „zvýšená propustnost a zádrž“ efekt 
FA-HA-C18   modifikovaný hyaluronan s navázaným konjugovaným folátem 
FT-IR    infračervený spektrofotometr s Fourierovou transformací 
hod.    hodina 
HA-C18   modifikovaný hyaluronan molekulou oktadecylu 
HAS1, HAS2, HAS3  hyaluronansyntázy 
HMCMP   hydrofobizovaný karboxymethylpululan 
ICAM-1   specifický receptor pro hyaluronan 
LCL    interval spolehlivosti 
Mw    molekulová hmotnost 
NMR    nukleární magnetická rezonance 
PCS    fotonová korelační spektroskopie 
PEG    polyethylenglykol 
PTX    paklitaxel 
PVP    polyvinylpyrrolidon 
QELS    kvazielastický rozptyl světla 
RHAMM   specifický receptor pro hyaluronan 
s     sekunda 
TEM    transmisní elektronová mikroskopie 
UCL    interval spolehlivosti 
X-ray difrakce  difrakce rentgenových paprsků 
8.2 Seznam symbolů 
Symbol   Význam 
A1    horní limita Boltzmannova modelu 
A2    spodní limita Boltzmannova modelu 
c     koncentrace 
D     difúzní koeficient 
e     Eulerovo číslo 
ε     dielektrická konstanta 
f(ka)    Henryho funkce 
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I1  hodnota intenzity fluorescence prvního maxima emisního 
spektra pyrenu 
I3    hodnota intenzity fluorescence třetího maxima 
     emisního spektra pyrenu 
IA     intenzita absorpce 
IF     intenzita fluorescence 
k     Boltzmannova konstanta 
ki     konstanta všech procesů, které v molekule proběhnou 
∑     suma 
η     viskozita 
π     Ludolfovo číslo 
Rh    hydrodynamický poloměr 
S0     základní stav molekuly 
S1     první excitovaný singletový stav molekuly 
S0
1    základní stav molekuly s první excitovanou vibrační hladinou 
S0
2    základní stav molekuly s druhou excitovanou vibrační hladinou 
S0
x    základní stav molekuly s vyšší excitovanou vibrační hladinou 
T1    první excitovaný tripletový stav molekuly 
    termodynamická teplota
τ     doba života fluorescence
UE     elektroforetickou pohyblivost
 F     kvantový výtěžek  
x     logaritmus koncentrace   
x0     inflexní bod 
Δx     gradient 
y     poměr hodnot I1/I3 
z     zeta potenciál 
